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摘   要：【目的】探究 Neorhizobium petrolearium OS53 与紫花苜蓿协同修复石油污染土壤的机制。

【方法】使用 Illumina 和 Nanopore 平台对菌株 OS53 进行全基因组测序，构建菌株基因组完成图，

并进行基因预测及功能注释，分析其中与结瘤促生及石油降解相关基因，并通过实验测定菌株

OS53 产吲哚乙酸(indole acetic acid, IAA)、铁载体、溶磷和解钾等与促生相关的能力。使用试剂盒

对联合修复前后土壤中土壤脲酶、脱氢酶、多酚氧化酶和脂肪酶活性及紫花苜蓿的叶绿素、丙二

醛、脯氨酸、可溶性蛋白、可溶性糖和超氧化物歧化酶等生理指标进行测定。【结果】菌株 OS53
的基因组由一个 5.56 Mb 的环形染色体和 2 个大小分别为 0.92 Mb 和 0.38 Mb 的质粒组成，基因组

G+C 含量为 60.2%，共编码 6 968 个基因。菌株 OS53 与 N. petrolearium DSM 26482T 的 16S rRNA
基因序列相似性最高，为 99.86%，且在系统发育树上形成稳定分支，表明菌株 OS53 与           
N. petrolearium 为同一种，因此将 OS53 命名为 N. petrolearium OS53。试验结果表明，菌株 OS53
具有产 IAA 能力，并在其基因组中也发现相关基因。在初始石油含量为(4 403.30±222.10) mg/kg
时，经过 120 d 修复，OS53 与紫花苜蓿协同修复效率能够达到 57.53%，比不接种 OS53、仅接种
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OS53 和仅种植苜蓿分别提高了 44.26%、41.69%和 8.84%。在联合修复体系中，紫花苜蓿叶绿素、

可溶性蛋白和可溶性糖的含量有所提高，丙二醛和脯氨酸的含量以及超氧化物歧化酶的活性有所

降低，同时土壤中多酚氧化酶、脱氢酶、脂肪酶和脲酶的活性都有所提高。【结论】菌株 OS53 具

有产 IAA 的能力，并且能够促进紫花苜蓿在石油污染土壤中的生长，进而提高土壤中与石油降解

相关部分酶活，最终提高联合修复体系对石油污染土壤的修复效果。 

关键词：Neorhizobium petrolearium；全基因组测序；紫花苜蓿；石油；联合修复 

Neorhizobium petrolearium OS53 combined with alfalfa 
(Medicago sativa L.) for remediation of 
petroleum-contaminated soil 
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Abstract: [Objective] To explore the mechanism of Neorhizobium petrolearium OS53 
combined with alfalfa (Medicago sativa L.) in the remediation of petroleum-contaminated soil. 
[Methods] Illumina and Nanopore were employed to sequence the whole genome of        
N. petrolearium OS53, and the complete genome map of the strain was constructed. Gene 
prediction and functional annotation were carried out to analyze the genes involved in 
nodulation and oil degradation. The abilities of strain OS53 to produce indole acetic acid 
(IAA), secrete siderophore, and solubilize phosphorus and potassium were tested. The activities 
of urease, dehydrogenase, polyphenol oxidase, and lipase in soil and the levels of chlorophyll, 
malondialdehyde, proline, soluble protein, soluble sugar, and superoxide dismutase in alfalfa 
were measured by kits. [Results] The genome of strain OS53 consisted of a circular chromosome 
of 5.56 Mb and two plasmids of 0.92 Mb and 0.38 Mb, respectively, with the G+C content of 
60.2%. The genome encoded a total of 6 968 genes. The strain OS53 and N. petrolearium DSM 
26482T showed the 16S rRNA gene sequence similarity of 99.86%, and formed stable branches 
on the phylogenetic tree, indicating that strain OS53 and N. petrolearium were the same species. 
Therefore, OS53 was named as N. petrolearium OS53. The strain OS53 had the ability to 
produce IAA, and the related genes were identified in the genome. After 120 days of remediation 
of the soil with the initial oil content of (4 403.30±222.10) mg/kg, OS53 and alfalfa showed the 
remediation efficiency up to 57.53%, which was 44.26%, 41.69%, and 8.84% higher than that 
of no inoculation of strain OS53, inoculation of OS53 only, and planting alfalfa only, 
respectively. In the combined remediation system, alfalfa showed elevated the levels of 
chlorophyll, soluble protein, and soluble sugar and lowered levels of malondialdehyde, proline, 
and superoxide dismutase, and the soil showed increased activities of polyphenol oxidase, 
dehydrogenase, lipase, and urease. [Conclusion] The strain OS53 had the ability to produce 
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IAA to promote the growth of alfalfa in the petroleum-contaminated soil, which increased the 
activity of enzymes involved in oil degradation in the soil. Finally, the combined system 
improved the remediation efficiency of the soil. 
Keywords: Neorhizobium petrolearium; whole genome sequencing; Medicago sativa L.; 
petroleum; combined system for remediation 
 
 

石油污染是全球范围内面临的主要环境问

题之一。石油污染土壤后会对土壤的化学性质

(例如 pH、电导率和有机质含量)和肥力特性(例
如氮、磷等)造成巨大影响，对植物产生毒害作

用，并且石油中的部分组分也可以在农作物中

积累，从而转移到陆地食物链中，最终对人类

的健康造成严重威胁[1-3]。虽然传统的物理和化

学修复方法，例如燃烧、土壤洗涤和淋洗、热

解吸以及化学氧化法等，可以高效去除土壤中

石油，但是在修复过程中土壤的景观和结构极

易遭受破坏，造成二次污染，此外，还需要投

入大量的人力和物力。上述缺陷极大地限制了

物理、化学修复技术的应用情景[2-4]。因此具有

经济环保、操作简便、适用范围广等特点的生

物修复技术近年来受到广泛关注。 
生物修复主要包括植物修复、微生物修复

及联合修复，此外一些原生动物、藻类等也在

某些生境中发挥重要作用。许多研究表明，植

物修复是降低土壤中有害污染物含量和毒性最

为有效且经济的方法[5-7]。植物根系与土壤的巨

大接触面积能够有效增加功能菌与土壤污染物

接触面积，同时根系分泌物也能够促进功能菌

的代谢活动，加快污染物降解，此外许多植物

也能够通过植物积累、植物稳定、植物降解等

来修复石油污染[8-9]。大多数石油碳氢化合物的

疏水性可能会降低植物养分的可利用度，因此

养分缺乏已被认为是限制石油污染土壤植物修

复技术发展的主要因素之一[10-11]。豆科植物不

仅可以与根瘤菌通过共生固氮以促进自身在氮

素贫瘠土壤中的生长，而且共生体系也能够有

效改良土壤生态，为功能微生物的代谢提供良

好的环境条件。此外，也有许多根瘤菌由于共

生基因的丢失，丧失了共生固氮能力，但是其

可以通过产生吲哚乙酸(indole acetic acid, IAA)
等生长激素，促进植物生长。研究表明，根际

促生菌 (rhizosphere growth-promoting bacteria, 
PGPR)可以通过溶磷解钾、产生铁载体和植物

激素等来改善植物营养状态[12]，促进植物生长，

增强植物对生物和非生物胁迫的耐受性[13-14]，

为植物在高浓度污染物环境中的生长提供支

持。因此，基于植物-促生微生物联合修复策略

修复体系要比单一体系更具优势[15-16]。 
紫花苜蓿(Medicago sativa L.)为多年生草

本豆科植物，具有适应性强、耐贫瘠干旱等特点，

并且根系发达，在黄土高原地区广泛分布，是修

复有机污染物和重金属污染土壤常用植物[17-18]。

同时，课题组在前期研究中，从陕北石油污染土

壤中分离得到一株细菌，经 16S rRNA 基因序列

比对分析，其与 Neorhizobium petrolearium DSM 
26482T 的相似性最高为 99.86%。N. petrolearium 
DSM 26482T 为从石油污染土壤中分离得到的

一株具有多环芳烃降解能力的菌株，并且其可

以与紫花苜蓿共生结瘤[19]。通过石油降解试验

及共生结瘤试验发现，菌株 OS53 不能够降解

石油，并且也不能够与紫花苜蓿形成共生根瘤。

但是菌株 OS53 与紫花苜蓿在联合修复石油污

染土壤中表现出较高的修复效率，因此为了探

究联合修复机制，对菌株 OS53 进行全基因组

测序，构建菌株 OS53 基因组完成图，对可编

码的基因进行功能注释，探究该菌株基因组中
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与石油降解及结瘤相关基因分布。同时也对联

合修复体系修复前后土壤中多酚氧化酶 (soil 
polyphenol oxidase, S-PPO) 、 脱 氢 酶 (soil 
dehydrogenase, S-DHA) 、脂肪酶 (soil lipase, 
S-LPS)和脲酶(soil urease, S-UE)活性以及石油

含量进行测定，并对紫花苜蓿的叶绿素、可溶

性蛋白、可溶性糖、丙二醛(malondialdehyde, 
MDA)和脯氨酸(proline, Pro)的含量以及超氧化

物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)的活性进

行测定，以期揭示非石油降解促生菌 OS53 提

高联合修复体系修复效率的机制。 

1  材料与方法 
1.1  供试菌株 

菌株 OS53 为课题组前期从石油污染土壤

中分离得到，悬浮于 20% (体积分数)甘油中在

−80 ℃下保藏。 

1.2  培养基 
PYG 培养基(g/L)：蛋白胨 5.0，酵母粉 0.2，

葡萄糖 5.0，牛肉膏 3.0，NaCl 0.5，MgSO4·7H2O 1.5，
pH 为 7.5，配制固体培养基时需要加入 15.0 g/L
琼脂粉，121 ℃灭菌 15 min 后使用。 

基础盐培养基(minimal salt medium, MSM) 
(g/L)：葡萄糖 10.0，NH4Cl 5.0，KH2PO4 0.5，
K2HPO4 1.0，MgSO4·7H2O 0.5，CaCl2 0.02，KCl 
0.1，pH 为 7.5，121 ℃灭菌 15 min 后使用。 

1.3  供试草种 
紫花苜蓿(Medicago sativa L.)草种由延安

大学生命科学学院植物生态学实验室提供。 

1.4  菌株 OS53 生长特性 
菌株的细胞形态使用场发射扫描电镜

(JEOL 公司)进行观察。使用 PYG 液体培养基对

菌株 pH 和 NaCl 耐受性进行测定。测定 pH 耐

受范围时，培养基的 NaCl 浓度为 0.5%，使用   
1 mol/L 的 HCl 和 NaOH 调节培养基的 pH 依次

为 3.0、4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、
11.0 和 12.0；测定 NaCl 耐受范围时，培养基的

pH 为 7.0，使用 NaCl 配制盐度依次为 0、0.5%、

1.0%、2.0%、3.0%、4.0%、5.0%和 6.0%的 PYG
培养基。 

使用 MSM 培养基对菌株的碳氮源利用情

况进行测试。测定碳源时，培养基中的氮源为

KNO3，在培养基中按 1% (质量体积分数)的比

例添加碳源，所测试的碳源包括葡萄糖、淀粉、

α-酮戊二酸、柠檬酸、D-海藻糖、D-棉子糖、

肌苷、D-纤维素、蜜二糖、水苏糖、D-苹果酸

和 D-甘露醇；测定氮源时，培养基中的碳源为

葡萄糖，在培养基中按 1% (质量体积分数)的比

例添加氮源，所测试的氮源为天冬氨酸、丙氨

酸、L-精氨酸、L-丝氨酸、组胺二盐酸盐、D-丝
氨酸、L-脯氨酸、L-色氨酸、硫酸铵、硝酸钾、

亚硝酸钠和硝酸铵。 
最后按照 0.1% (体积分数)的比例在培养

基中接种 OD600 为 1.0 的菌株 OS53 种子液，

在 28 ℃、160 r/min 的条件下培养 48 h，测定

OD600 的吸光度。 

1.5  菌株 OS53 基因组的提取和测序 
将菌株 OS53 接种在 PYG 液体培养基中，

在 28 ℃、160 r/min 的条件下培养 48 h。然后，

取 10 mL 的培养液，在 4 ℃、10 000 r/min 条件

下离心 20 min，收集菌体。将收集的菌体使用

干冰运送至广东美格生物科技公司进行细菌基

因组的提取和测序。 

1.6  基因组及系统发育分析 
将原始测序数据过滤后得到 clean data，使

用 Unicycler 软件[20]进行组装，并使用 BUSCO 
v5.4.7 软件[21]对所组装的基因组完整性进行评

估，将组装后的基因组序列上传至 GenBank 数

据库。基于组装得到的基因组，分析基因组的

编码基因和非编码的 RNA 等组分，将编码的基
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因上传至京都基因与基因组百科全书 (Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes, KEGG)数据

库进行功能注释。提取基因组中 16S rRNA 基因完

整序列并在 EzBioCloud 中进行 BLAST 比对[22]，

选择与菌株 OS53 相似性最高的 18 株模式菌，在

MEGA 5.1 软件中使用邻接法(neighbor-joining 
method, NJ)构建系统发育进化树[23]。 

1.7  菌株 OS53 促生特性分析 
菌株 OS53 植物促生特性选择产 IAA、铁

载体、溶磷、解钾为指标进行测定，具体测定

方法参考文献[24]。 

1.8  菌株 OS53 联合紫花苜蓿修复石油污

染土壤研究 
1.8.1  试验设计 

于 2022 年 10 月−2023 年 4 月在室内开展

了 OS53 联合紫花苜蓿修复石油污染土壤研究。

具体试验设计见图 1。首先，从野外采集未受

石油污染的土壤，去除岩石和树枝等杂物后，

按照 400 mg/kg 的氮素含量添加 KNO3 补充土

壤中的氮素。然后，按照 5 000 mg/kg 的浓度称 

 

 
 
图 1  菌株 OS53 联合紫花苜蓿模拟修复石油污染土壤示意 
Figure 1  Schematic diagram of simulated remediation of oil-contaminated soil by strain OS53 combined 
with alfalfa. SP: Soil+Alfalfa treatment; S: Soil; OP: Soil+Petroleum+Alfalfa treatment; OPB: 
Soil+Alfalfa+OS53 treatment; O: Soil+Petroleum treatment; OB: Soil+OS53 treatment. I: The initial samples; 
E: The sample after 120 days of treatment. 
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取石油，将其溶于石油醚中，均匀地添加至土

壤中，并在通风橱中将石油醚完全挥发干净。

最后，按照图 1 的方式对石油污染土壤进行为

期 120 d 的修复处理。其中编号 S 为土壤；SP
为土壤+紫花苜蓿处理；OP 为土壤+石油+紫花

苜蓿处理；OPB 为土壤+紫花苜蓿+OS53 处理；

O 为土壤+石油处理；OB 为土壤+OS53 处理。

采集修复前后的土壤样品，测定其石油含量和

酶活性(S-PPO、S-DHA、S-LPS 和 S-UE)，并

收集植物叶片，测定叶绿素、可溶性蛋白、可

溶性糖、MDA 和 Pro 的含量以及 SOD 的活性，

以上每个试验设置 5 重复。 
1.8.2  土壤样品中石油含量测定 

土壤中石油含量测定参考国家标准《土壤 石油

类的测定 红外分光光度法(HJ 1051——2019)》[25]，

具体步骤如下：称取 10.0 g 土壤样品，向其中

添加 3.0 g 无水硫酸钠，在研钵中研磨，充分混

匀以去除土壤样品中的水分，然后将样品转移

至锥形瓶中，向其中添加 10.0 mL 四氯乙烯，

160 r/min 振荡 30 min 萃取石油，使用玻璃纤维

素滤膜过滤，收集萃取液，再使用 20.0 mL 四

氯乙烯重复萃取 1 次，最后使用 10.0 mL 四氯

乙烯清洗上述中所使用的玻璃仪器，合并 3 次

滤液，过硅酸镁吸附柱，收集流出液，待测。 
1.8.3  土壤酶活及植物相关指标测定 

使用北京索莱宝科技有限公司生产的土壤

脲酶(BC0120)、脱氢酶(BC0390)、多酚氧化酶

(BC0110)和脂肪酶(BC3980)试剂盒，对样本中

的 4 种酶活性进行测定，具体方法按照试剂盒

所提供的说明书进行。植物叶片的叶绿素

(BC0990)、MDA (BC0020)、Pro (BC0290)、可

溶 性 蛋 白 (BC3720 和 PC0020) 、 可 溶 性 糖

(BC0030)和 SOD (BC0170)活性使用北京索莱

宝科技有限公司生产的试剂盒进行测定，具体

方法按照试剂盒所提供的说明书进行。 

1.9  数据统计与分析 
以上试验均设置 5 个平行对照，结果为平

均值±标准差 (standard deviation, SD)，使用

Origin 2022 和 R 4.1.3 软件对数据进行统计

分析。  

2  结果与分析 
2.1  菌株 OS53 生长特性 

菌株 OS53 的菌落颜色为乳白色，表面光

滑，能够产生胞外多糖，革兰氏染色为阴性，细胞

形态为卵状，大小为(1.8−2.8) μm×(2.7−3.5) μm。

菌株 OS53 生长的 pH 范围为 5.0−11.0，最适生

长 pH 为 7.0，NaCl 的浓度耐受范围为 0−3.0%，

最适生长 NaCl 浓度为 0.5%。菌株 OS53 可利用

葡萄糖、淀粉、蜜二糖、水苏糖和 D-甘露醇

作为碳源，可利用硝酸铵、硝酸钾、硫酸铵、

亚硝酸钠、丙氨酸、D-丝氨酸和 D-色氨酸作为

氮源。 

2.2  菌株 OS53 全基因组测序、组装及功

能注释 
基于菌株 OS53 的全基因组测序结果，构

建基因组完成图，菌株 OS53 基因组包括 1 个

环形染色体和 2 个质粒，其中环形染色体的大小

为 5 559 109 bp，质粒的大小分别为 916 660 bp
和 379 813 bp，共编码 6 968 个基因，编码基因

的碱基数为 6 100 863 bp，占整个基因组全长的

88.99%，基因组的其他统计信息如表 1 所示。

将 OS53 的基因组序列提交到 GenBank 数据库，

登录号为 GCA_029854435.1。 
菌株 OS53 基因组在 KEGG 数据库注释结

果表明，代谢通路在 level-2 层级中被注释具有膜

转运(membrane transport)功能的基因数目最多，

其次为细胞群落-原核生物(cellular community- 
prokaryotes)和氨基酸代谢(amino acid metabolism)。
在 level-3 分类层级中，被注释具有 ABC 转运 
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表 1  菌株 OS53 基因组组分统计 
Table 1  Statistics of genome components of strain 
OS53 
Genome features Value 
Genome size (bp) 6 855 582 
Gene number 6 968 
Gene total length (bp) 6 100 863 
Gene length/Genome (%) 88.99 
Gene density (per kb) 1.02 
23S rRNA 3 
5S rRNA 3 
16S rRNA 3 
tRNA 52 
 
蛋白(ABC transporters)功能的基因数目最多，

为 355 个，参与群体感应(quorum sensing)的基

因数量次之，为 315 个，参与氨基酸生物合成

(biosynthesis of amino acids)和碳代谢 (carbon 
metabolism)的基因数量分别为 163 个和 149 个。 

由于菌株 N. petrolearium DSM 26482T具有

多环芳烃降解能力，并且能够与紫花苜蓿共生

结瘤，但是这与前期结果完全相反，因此对

OS53 全基因组 KEGG 注释结果进行分析，寻

找与石油和多环芳烃降解以及与结瘤相关的基

因。然而经过筛选分析，没有在基因组中发现

常见的与石油降解相关基因及结瘤相关基因，

这与石油降解相关试验结果及结瘤试验结果相

符合。表明菌株 OS53 与 N. petrolearium DSM 
26482T 虽然分类地位相同，但是存在较大的功

能差异。 
从基因组测序结果中提取菌株OS53的 16S 

rRNA 基因序列，BLAST 比对分析结果表明，

菌株 OS53 与 N. petrolearium DSM 26482T 的

16S rRNA 基因序列的相似性为 99.86%，并且

通过 NJ 法构建的系统发育树也显示菌株 OS53
与标准菌株 N. petrolearium DSM 26482T聚在一

起，形成稳定的分支，因此，确定菌株 OS53
与 N. petrolearium 为同一物种不同菌株，并将

菌株 OS53 命名为 N. petrolearium OS53。 

2.3  菌株 OS53 促生特性分析 
全基因组测序结果分析表明，菌株 OS53

基因组中具有吲哚-3-乙酰胺(indole-3-acetamide, 
IAM)途径中色氨酸-2-单加氧酶基因(iaaM)和
吲哚-3-乙酰水解酶基因(iaaH)，为菌株 OS53
生成 IAA 提供了分子基础。同时试验结果也表

明，菌株 OS53 具有产 IAA 的能力，IAA 产量

可达到 37.5 g/L，但是无产铁载体、溶磷和解钾

的能力。 

2.4  菌株OS53联合紫花苜蓿修复石油污染 
2.4.1  不同处理下的石油浓度的测定 

在初始石油浓度为(4 402.30±222.10) mg/kg
时，经过 120 d 处理后，菌株 OS53 处理组(EOB)
的石油浓度降低至(3 705.21±149.87) mg/kg，与自

然衰减组(EO)相比[(3 818.41±130.12) mg/kg]无
显著差异(P>0.05)，表明单独接种菌株 OS53 并

不能提高石油降解率(图 2)。经过紫花苜蓿处理后

(EOP)，土壤中的石油浓度与自然衰减组(EO)相比

显著降低(P<0.05)，降低至(2 259.31±222.47) mg/kg；
紫花苜蓿和菌株 OS53 联合处理后(EOPB)石油

浓度与紫花苜蓿处理组 (EOP)相比显著下降

(P<0.05)，降低至(1 870.00±81.88) mg/kg。以上

结果说明，相较于单独接菌或单独种植植物，

联合修复体系具有更好的石油污染修复效果。 
2.4.2  植物指标测定 

经过 120 d 不同修复方式处理后，对 ESP、
EOP 和 EOPB 组中的紫花苜蓿叶绿素、可溶性

蛋白、可溶性糖、MDA、Pro 和 SOD 活性的含

量进行测定，结果如图 3 所示。栽种在未受石

油污染土壤(ESP)中的植物叶绿素、可溶性蛋白

和可溶性糖的含量分别为(5.12±0.18) mg/g、
(5.46±0.30) mg/g 和(99.25±3.52) mg/g，石油污染土

壤(EOP)中植株的叶绿素、可溶性蛋白和可溶性

糖含量降低至(2.94±0.13) mg/g、(3.46±0.39) mg/g 
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图 2  不同处理方式样品中的石油含量 
Figure 2  Petroleum content in samples with different treatment methods. “I” stands for the initial sample 
number, and “E” stands for the sample after 120 days of treatment; The “*” in the plot represent the oil content 
in sample I and sample E in different treatment methods were significant differences at the levels of P<0.05 by 
t-test; The “ns” represents no significant difference between the oil content in sample I and sample E; The red 
lowercase letters in the diagram represent the enzyme activity of different treatment methods in the I samples 
was significant different at P<0.05 level after one-way analysis of variance (one-way ANOVA); The blue 
uppercase letters in the diagram represent the enzyme activity of different treatment methods in the E samples 
was significant different at P<0.05 level after one-way ANOVA. 
 

 
 
图 3  ESP、EOP 和 EOPB 组中紫花苜蓿生理指标 
Figure 3  The contents of chlorophyll, soluble protein, soluble sugar, MDA, proline (A–E) and the activities of SOD 
(F) of alfalfa in ESP, EOP and EOPB groups. The “*, **, and ***” in the figure represent the significant differences 
at the levels of P<0.05, P<0.01, and P<0.001 using t-test under different treatment methods, respectively. 
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和(91.76±6.98) mg/g，显著低于未受石油污染

土壤(ESP)中的植株(P<0.05)。经过与 OS53 协

同处理(EOPB)后，植株的叶绿素、可溶性蛋

白和可溶性糖的含量分别为(3.42±0.19) mg/g、
(6.47±0.63) mg/g 和(107.91±7.82) mg/g，均显著

高于 EOP 组(P<0.05)，其中可溶性蛋白和可溶

性糖的含量恢复至未受污染的水平。在 EOP 组

中植株的 MDA 和 Pro 含量以及 SOD 活性分别

为 (6.09±0.86) nmol/g、 (31.53±2.04) mg/g 和

(380.40±12.20) U/g，均显著高于(P<0.05) ESP 组

中植株[(3.46 ±0.69) nmol/g、(17.29±1.74) mg/g 和

(321.16±21.01) U/g]。在 EOPB 组中，MDA 和 Pro
含量以及 SOD 活性相比于 EOP 组含量均显著

降低(P<0.05)，含量分别为(5.30±0.86) nmol/g、
(24.98±2.11) mg/g 和(347.91±22.88) U/g。以上

结果说明，石油污染使紫花苜蓿的生长受到胁

迫，导致紫花苜蓿的叶绿素、可溶性蛋白和可溶

性糖的含量降低，MDA、Pro 和 SOD 活性升高，

而接种菌株 OS53，植株受石油胁迫得到缓解。 
2.4.3  土壤酶活性测定 

对处理前后土壤 S-PPO、S-LPS、S-DHA
和 S-UE 的活性进行了测定，结果如图 4 所示。

经过 6 种方式处理后，土壤中的 4 种酶活性均

出现了升高，并且第 120 天的样本(E)酶活性显

著高于(P<0.05)起始的样本(I)。在 EOPB、EOP、
EOB、EO、ES 和 ESP 组中，S-PPO 活性分别为

(25.31±0.83)、(19.69±1.35)、(14.86±1.27)、(16.27±1.17)、
(13.60±0.85)和(14.81±0.0.90) U/g；S-LPS 活性分别为

(39.73±1.01)、(34.19±1.40)、(25.87±1.10)、(23.83±2.14)、
(16.90±1.33)和(25.92±1.35) U/g；S-DHA 活性分

别 为 (53.31±3.46) 、 (44.35±2.47) 、 (38.19±2.23) 、
(36.66±2.24)、(21.36±2.30)和(35.11±1.08) U/g；S-UE
活性分别为(24.52±1.97)、(22.52±0.75)、(14.49±0.69)、
(15.01±162)、(15.99±0.41)和(19.83±1.55) U/g。所

测定的 4 种酶活性均在 EOPB 组中最高，其次

为 EOP 组，并且 EOPB 组中的酶活性显著高于

EOP 组 (P<0.05)，EOP 组显著高于 EOB 组

(P<0.05)，EOB 组与 EO 组无显著差异(P>0.05)。 

3  讨论与结论 

本研究使用 Illumina 和 Nanopore 平台对菌

株 OS53 进行了全基因测序，其基因组由 1 个

大小为 5 559 109 bp 的环形染色体和 2 个大小

分别为 916 660 bp 和 379 813 bp 的质粒组成，

G+C 含量为 60.2%，共编码 6 968 个基因，与模

式菌株 N. petrolearium DSM 26482T基因组的 16S 
rRNA 基因序列相似性高达 99.86%，结合系统发

育分析结果，确定菌株 OS53 属于 N. petrolearium
的一个新菌株。Neorhizobium 属在 2015 年建

立，目前隶属于该属的微生物共有 8 种[26]，但是

N. petrolearium 在 Genome 数据库中仅有 1 个基

因组草图，因此本研究对 N. petrolearium OS53
进行基因组完成图测序分析，将有助于更进一

步揭示该种遗传信息，挖掘该种的相关功能。 
根瘤菌因其能与豆科植物共生固氮而被广

泛研究，根瘤菌结瘤基因(nod、nol 和 noe)是绝大

部分根瘤菌与豆科植物形成共生体系所必需的

基因[27]，但是也有研究表明部分根瘤菌可以在缺

少结瘤基因的情况下与豆科植物共生结瘤[28-29]。

通过对 OS53 全基因组预测基因分析，菌株 OS53
缺少完整的结瘤相关基因，表明菌株 OS53 极难

与豆科植物形成根瘤；而随后本研究结瘤试验

结果也证明，该菌株既不能与紫花苜蓿结瘤，

也不能与大豆、刺槐、三叶草等其他豆科植物

结瘤。根瘤菌共生固氮作用由固氮酶基因(nif)
调控，发挥固氮功能至少需要 9 个 nif 基因参与：

nifH、nifE、nifN、nifS、nifU、nifV、nifB 和 nifQ[30]。

通过对全基因组基因分析发现，该菌基因组中 
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图 4  不同处理方式样品中的酶活性 
Figure 4  The polyphenol oxidase (A), lipase (B), dehydrogenase (C) and urease activities (D) in samples 
treated by different methods. “I” is the initial sample number; “E” is the sample after 120 days of treatment; 
“*” in the plot indicated that the enzyme activity in samples I and E in different treatment methods was 
significantly different at the levels of P<0.05 after t-test; “ns” represents no significant difference between 
samples I and E. The red lowercase letters in the diagram represent the enzyme activity of different treatment 
methods in the I samples was significant different at P<0.05 level after one-way ANOVA; The blue uppercase 
letters in the diagram represent the enzyme activity of different treatment methods in the E samples was 
significant different at P<0.05 level after one-way ANOVA. 
 
无完整固氮酶基因簇，仅有 nifU 和 nifS 这 2 个

基因，可能是在进化过程中发生了固氮基因丢

失。基因组分析结果与结瘤试验结果都表明，

菌株 OS53 不能够与紫花苜蓿形成共生固氮体

系，这与菌株 N. petrolearium DSM 26482T 的结

瘤表型完全相反[19]。因此，在不同生境下分离

的根瘤菌同种不同菌株，其表型可能存在巨大

差异。 
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固氮根瘤菌作为根际促生菌体系中的一类，

除了生物固氮以外，还具有产生植物激素、铁

载体、溶解磷酸盐和 1-氨基环丙烷 -1-羧酸

(1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid, ACC)脱
氨酶的促生作用[31]。目前微生物依赖色氨酸产

IAA 的途径有吲哚-3-乙酰胺(IAM)、吲哚-3-丙酮

酸、色胺、吲哚-3-乙腈和色氨酸侧链氧化等途

径[32]。虽然菌株 OS53 不能够进行共生固氮，

但是在菌株 OS53 基因组中发现完整的 IAM 途

径所编码的 2 个关键酶基因——色氨酸-2-单加

氧酶基因 (iaaM) 和吲哚乙酰胺水解酶基因

(iaaH)，表明该菌株可能具有产 IAA 的能力。

菌株 OS53 的 IAA 产量能够达到 37.5 g/L，因此，

菌株 OS53 具有促进植物生长的潜力。 
石油污染会对植物生长造成胁迫作用，影

响植物正常生长。植物细胞叶绿素、可溶性蛋

白、可溶性糖、Pro、MDA 和 SOD 等含量能够

在一定程度上反映植物受胁迫的大小。为了抵

御胁迫，植物胞内的 Pro、MDA 和 SOD 等物质

会明显上升，同时当胁迫较为严重时，叶绿素、

可溶性蛋白及可溶性糖的含量则会降低[33-36]。

在本研究中石油污染土壤(EOP)紫花苜蓿的叶

绿素、可溶性蛋白、可溶性糖含量相比于未污

染土壤(ESP)均显著下降(P<0.05)，Pro、MDA
和 SOD 的含量相比于 ESP 组显著升高(P<0.05)，
这与先前的研究结果发现石油会对植物的生长

产生负面影响的结果一致[37]。当紫花苜蓿联合

菌株 OS53 处理石油污染土壤(EOPB)之后，紫

花苜蓿叶绿素、可溶性蛋白、可溶性糖含量相

比单独种植植物都有显著上升；而 MDA、Pro
的含量及 SOD 的活性则有显著降低(图 3)。上

述结果表明，接种 OS53 能够在一定程度上帮

助紫花苜蓿抵御来自石油污染的胁迫，进而提

高石油降解效率。但是菌株 OS53 与紫花苜蓿

的具体作用机制、协同修复过程土壤中石油降

解微生物群落变化、土壤养分情况是否有所改

善等，仍需进一步地研究。 
土壤酶活是土壤生态重要指标之一，能够

反映环境压力变化，并且在维持土壤健康和肥

力方面发挥着重要作用[38]。土壤酶主要来自土

壤微生物的生长代谢，因此土壤酶活性强弱能

够在一定程度上反映土壤微生物活力。多酚氧

化酶(S-PPO)能够催化石油降解过程中产生的

一些酚类物质的转化，因此 S-PPO 活性能间接

反映土壤中石油降解程度。本研究中，经过 120 d
后，所有组别的 S-PPO 活性都有不同程度的升

高，表明各处理中都有一定的微生物活动；其

中 OPB 组的 S-PPO 活性要显著高于其他组别，

表明该组的微生物活动要多于其他组。在脂肪

酶(S-LPS)的作用下，土壤中的脂类物质分解成

脂肪酸和甘油，为微生物生长提供能源，已成

为评价土壤质量一个很重要的指标 [39-40]。与

S-PPO 结果类似，所有处理组在经过 120 d 后，

S-LPS 活性都有一定程度的升高，同时 OPB 组

的 S-LPS 活性显著高于其他组别。在石油污染

的土壤里，土壤脱氢酶(S-DHA)的活性与石油

代谢强度相关；而脲酶(S-UE)对土壤的稳定起

着重要的作用，催化尿素水解成 NH4
+和 CO3

2−，

进而为植物提供氮素营养[41]。S-DHA 与 S-UE
的测定结果与 S-PPO 也十分相似，即所有处理

组在经过 120 d 后，S-DHA 与 S-UE 活性都有

一定程度的升高，同时 OPB 组的 S-DHA 与

S-UE 活性显著高于其他组别。较高的酶活表明

OPB 组的微生物活动最多，这也与该组最高的

石油降解效率相一致(图 2)。然而在李炜的研究

中发现，使用微生物菌剂+营养液进行为期 18 周

的修复试验后，石油污染土壤中过氧化氢酶活及

S-LPS 酶活具有明显的上升趋势，但是 S-DHA
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和 S-PPO 的酶活却不断下降[39]。而王傲的研究

结果则表明，使用微生物+碱蓬进行为期 32 d
的石油污染土壤修复，S-DHA、S-LPS 和 S-UE
的酶活具有增加趋势，而土壤过氧化氢酶活则

先升高后降低[42]。综上所述，利用微生物-植物

联合修复石污染土壤具有较高的修复效率，但

是修复过程中土壤酶活变化则受到土壤质地、

植物和微生物种类、营养情况等影响，不同酶

活具有不同的变化趋势。并且土壤酶活的主要

来源——土壤微生物的群落结构及代谢如何响

应联合修复体系仍需进一步了解。 
根据上述结果及讨论，推测菌株 OS53 促

进其与紫花苜蓿协同修复机制如图 5 所示。

OS53 具有产 IAA 能力，能够促进紫花苜蓿在

污染土壤中的生长，改善在石油污染胁迫下的

部分生理指标，从而改变紫花苜蓿根际微环

境，为石油降解微生物提供有利的条件；联合

修复体系通过自己本身及土壤微生物的作用，

改善石油污染土壤酶活，进而提高石油污染修

复效率。  
 

 
 
图 5  菌株 OS53 促进联合修复体系修复效率的机制 
Figure 5  The mechanism of strain OS53 promoting the repair efficiency of the combined repair system. 
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